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論 文 内 容 要 旨 
【研究背景】ビタミンDはカルシウム代謝を調節するビタミンであり，活性型ビタミンDは骨粗鬆
症の治療薬として用いられてきた．近年の研究によりビタミンDの標的臓器はカルシウム代謝と
は直接関係しない乳腺や皮膚,骨格筋など多数の臓器に及ぶことが報告されている．ビタミンと
骨格筋の関連性が見出されたのは、くる病や骨軟化症などビタミンD欠乏状態の患者で近位筋優
位の筋萎縮，筋力低下などの筋症状が観察されたことがきっかけであった．その後，高齢者のビ
タミンD血中濃度低下が筋力低下と四肢の筋肉量低下を引き起こすことが報告されている． ビタ
ミンD受容体（VDR）ノックアウトマウスの研究で，骨格筋については，筋線維の直径が細いこと
が判明し骨格筋がビタミンDの標的組織であることが示唆された. しかし，筋細胞の組織学的な
形態が正常であることからVDRノックアウトマウスでは筋芽細胞から筋細胞への分化過程は正常
であると考えられてきた． in vitroの研究で活性型ビタミンD３は分化した筋芽細胞株で速筋型
のミオシン重鎖の発現を増やすことが知られているが，筋芽細胞が分化する過程でVDRを介した
ビタミンD3のシグナル伝達の役割はわかっておらず，このメカニズムを解明するためのin vitro
の実験は行われていない． 
【目的】本研究の目的はRNA干渉の手法を用いたin vitroの研究で，筋芽細胞の分化過程におけ
るビタミンＤ3のシグナル伝達の役割を明らかにすることである． 
【方法】2種類のマウス筋芽細胞株C2C12とG8に,エレクトロポレーション法を用いてビタミンD受
容体（VDR）遺伝子に対するsiRNAを導入し,VDR遺伝子をノックダウンした．この筋芽細胞を４日
間分化培地で培養させた後，筋細胞の分化マーカーであるミオシン重鎖（Myosin heavy chain：
MHC）と筋分化制御因子であるMyoD，Myf5，myogenin，MRF4の発現をmRNAレベルと蛋白レベルで
測定した．mRNAの発現はRT-PCRで評価した．蛋白の発現はMHCについてはウェスタンブロットで，
筋分化制御因子は免疫染色で評価した．筋芽細胞から筋管細胞への分化は，MHCを免疫染色しMHC
蛋白の発現と筋管細胞の形態を観察し評価した． 
【結果】VDRのノックダウンによってC2C12筋芽細胞とG8筋芽細胞のMHCの発現はRT-PCRの結果か
らmRNAレベルで抑制されていた. 免疫染色ではVDRのノックダウンによりMHCの発現は抑制され,
形態学的にも筋管細胞は細くなっていた．ウェスタンブロットによる評価でもVDRノックダウン
によりMHC蛋白の発現が抑制されていた．筋分化制御因子については,RT-PCRの結果からVDRノッ
クダウンにより筋分化の遅い段階で働くといわれるmyogeninとMRF4のmRNA発現が筋分化の早い
段階に働くといわれるMyoD，Myf5よりも強く抑制された．免疫染色でもMyoDよりもmyogeninの発
現が抑制されていた． 
【考察】我々の研究結果からはVDRを介したシグナル伝達が筋分化に必要と考えられたが，Endo
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らのVDRノックアウトマウスの発現形態の研究では，筋細胞に壊死や変成が無いことから分化過
程に異常はなく筋の成熟過程や成熟筋細胞の代謝に異常が生じていると考察されている．ノック
アウトマウスはin vivoの研究であることから，生体内のホルモンやサイトカインの影響下でVDR
のシグナル伝達で欠落した因子が代償されて筋分化が可能であった可能性がある．我々は筋芽細
胞のVDRノックダウンをin vitroで行ったために結果に差が出たものと考えられる． 
【結論】本研究の結果は筋芽細胞が筋細胞に分化する際にVDRを介したシグナル伝達が必要であ
ることを示唆している．また，この結果は高齢者の骨格筋の筋量維持にVDRの発現が重要である
ことを示唆している可能性がある． 
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